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関与することが今日知られている 1-4）。慢性炎症の発症には，主に 3 つの要因，① 内
因性リガンド[酸化 LDL（low density lipoprotein），脂肪酸，S100 タンパク質等]，② 炎
症のキーファクター[炎症性サイトカイン，プロスタグランジン，c-Jun N-terminal 
kinase（JNK），signal transduction and activator of transcription（STAT）等]，③ 実質細
胞（免疫担当細胞，癌細胞，神経細胞，線維芽細胞等）が挙げられ，各々の因子が密
接に関与している 5）。また，慢性炎症発症のプロセスとしては，血管新生，免疫担当







いる 12）。血管新生を誘導する因子として，血管内皮細胞増殖因子（vascular endothelial 
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growth factor：VEGF），血小板由来増殖因子（platelet-derived growth factor：PDGF），
angiogenin 等が挙げられる 13）。 
これら血管新生を誘導する因子のうち angiogenin は，ヒト結腸癌細胞株 HT-29 の培
養上清から単離されたアミノ酸123個からなる分子量14.4 kDaの血管新生誘導因子で






ある 170 kDa の仮想レセプターに結合すると，シグナル伝達因子である extracellular 





管新生に重要な役割を果たす。一方，angiogenin による rRNA の転写亢進を阻害する
 3 
と，VEGF や PDGF による血管新生が阻害される 22）。これらの報告から，angiogenin
は癌の増殖や転移に関与する血管新生において中心的な役割を果たすと考えられて
いる。近年では，糖尿病や関節リウマチに代表される慢性炎症性疾患の発症や進展に
も angiogenin の関与が示唆され始めている 23, 24）。さらに，口腔内の慢性炎症性疾患で
ある歯周炎罹患患者の歯肉溝滲出液中においても，健常者の滲出液と比較して有意に
angiogenin の産生が亢進するとの報告がある 25）。このように angiogenin が慢性炎症性
疾患の発症および進展にも関与する可能性が示唆されるものの，その関与に関する詳
細なメカニズムは未だ不明な点が多い。 
また，angiogenin の産生を特異的に阻害する物質として terrein（図 1）の存在が報
告されている 26）。この物質は，アスペルギルス属に属する Aspergillus terreus の代謝
産物として発見された分子量 154.16 の有機物である 27）。天然から抽出された terrein
は前立腺癌細胞の一つであるLNCaP-CR細胞における angiogeninの産生を有意に抑制
する一方で，VEGF の産生には影響を及ぼさないことが報告されている 26）。しかし，
angiogenin のみを特異的に抑制するメカニズムは定かではない。このように terrein に
は前立腺癌細胞に対する angiogenin の産生抑制による抗癌効果が期待されるものの，
その抽出効率は Aspergillus terreus 1 kg から 322 mg と低く 26），かつ抽出物は高価であ




intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）および vascular cell adhesion molecule-1
（VCAM-1）の発現を抑制することが報告されている 30)。しかし，有機化学的に合成











3-(4,5-dimethyl-thiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide（MTT）および phorbol 
12-myristate 13-acetate（PMA）は，Sigma（St. Louis，MO，USA）から購入した。リ
コンビナントヒト IL-6（IL-6），リコンビナントヒト可溶型 IL-6 受容体（sIL-6R），リ
コンビナントヒト TNF-α（TNF-α）およびリコンビナントヒト IL-1β（IL-1β）は R&D 
Systems（Minneapolis，MN，USA）のものを用いた。 
IL-6 及び sIL-6R はリン酸緩衝生理食塩水（PBS，Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）
で希釈し，それぞれ 50 µg/ml の濃度に調整した。TNF-αは PBS で希釈し，100 µg/ml
に調整した保存溶液を使用時にダルベッコ変法イーグル培地（DMEM，Invitrogen）
で 1 µg/ml に調整した。IL-1βは，PBS で希釈して 25 µg/ml に調整した保存溶液を使用
時に DMEM で 1 µg/ml に調整した。 
 
2．(+)-terrein の合成 








認した。なお，(+)-terrein は PBS で希釈して 100 mM に調整した保存溶液を使用時に






承を得た。培養は，20 mM HEPES（Sigma），10 %ウシ胎児血清（FBS，Invitrogen），
10 µg/ml ゲンタマイシン（Invitrogen）を含む DMEM を用いて，37 ºC，5 % CO2 存在
下で行った。細胞がサブコンフルエントになったところで 4 倍希釈となるように継代
し，5-9 継代した細胞を実験に供した。細胞数の計測は，血球計数板（C-Chip，NanoEn 
Tek，Seoul，Korea）を用いて測定した。ヒト単球系細胞株 THP-1 は，American Type 
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Culture Collection（ATCC, Manassas, VA, USA）から購入した。培養は，56 ℃で 30 分
間非働化した FBS，1 ％ L-グルタミン酸，1 ％ ペニシリン・ストレプトマイシン，
1 mM ピルビン酸ナトリウム（以上，すべて Invitrogen），および 10 mM HEPES（Sigma）
を含む RPMI1640 培地（Invitrogen）を用いて，37 ℃，5 ％ CO2 存在下で行った。マ
クロファージ様細胞への分化誘導は，Dai らの方法に従い行った 32)。すなわち，最終
濃度が 10 nM となるように PMA を添加し，24 時間後にウェル底面に付着した細胞を
マクロファージ様細胞として用いた。 
 
4. ELISA 法 
培養上清中の angiogenin 量および VEGF 量は，enzyme-linked immunosorbent assay
（ELISA）法を基本とした Human Angiogenin Quantikine® ELISA Kit および Human 
VEGF Quantikine® ELISA Kit（R&D Systems）を用いて定量した。すなわち，HGFs お
よび THP-1 を，35-mm dish（Corning, New York, NY, USA）に 5.0 × 104 cells/ml，また
は 1.0 × 105 cells/ml の密度で各々播種し，前述の記載（材料と方法 2 項）と同様に培
養後，(+)-terrein を各試薬の添加 30 分前に最終濃度が 10 µM および 20 µM になるよ
う添加した。(+)-terrein の添加 30 分後に， IL-6/sIL-6R（各々0-50 ng/ml）， TNF-α（0-1 
ng/ml），IL-1β（0-1 ng/ml）を添加した。そして，添加 24 時間後に培養上清を回収し，
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付属の使用説明書に従って測定した。測定範囲は，angiogenin が 78.1-5,000 pg/ml，そ
してVEGFが 15.6-1,000 pg/mlであり，アッセイ法はともにサンドイッチ法であった。 
 
5. 細胞傷害性の検討 
(+)-terrein が細胞増殖活性に及ぼす影響は，生細胞が細胞内に MTT を取り込むと，
ミトコンドリアでホルマザン結晶を形成するという原理を用いた MTT 法を利用して
検討した 33)。すなわち HGFs を，96 穴マルチプレート（Corning）に 1.0 × 105 cells/ml
の密度で播種し，前述の記載（材料と方法 2 項）と同様に培養後，(+)-terrein（0-1,000 
µM）で刺激をし，24 時間後に MTT 試薬を最終濃度 0.5 mg/ml になるように添加し，





を 96 穴マルチプレート（Corning）に 1.0 × 105 cells/ml の密度で播種し，前述の記載
（材料と方法 2 項）の方法で培養後，(+)-terrein（0-1,000 µM）で刺激をし，対照とし
て PBS を用いた。24 時間後に，培地を除去し，PBS にて洗浄した後，4 % パラホル
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ムアルデヒドを含む PBS にて 15 分間浸漬して固定した。固定後，PBS にて 3 回洗浄
した後，0.1 ％ Triton X-100（ナカライテスク，東京）を含む PBS にて 5 分間浸漬後，
PBS にて 3 回洗浄した。核の染色として 4’,6-diamidino-2-phenylindole：DAPI（ProLong® 
Gold and Slowfade® Gold Antifade Reagents with DAPI；Invitrogen）を室温にて 10 分間





エスタンブロット法を用いて検討した 34）。すなわち，HGFs を 35-mm dish（Corning）
に 5.0 × 104 cells/ml の密度で播種し，前述の記載（材料と方法 2 項）と同様に培養後，
IL-6/sIL-6R 刺激 30 分前に(+)-terrein（0-20 µM）を添加し，IL-6/sIL-6R（各々0-50 ng/ml）
で刺激した。刺激 5 分後に，細胞溶解液［cell lysis buffer（Cell Signaling Technology，
Denver，MA，USA），protease inhibitor cocktail（Roche Applied Science，Indianapolis，
IN，USA）］を用いて細胞を可溶化し，4 ℃で 10 分間，12,000 rpm にて遠心分離を行っ
た後の上清を回収した。タンパク質の定量は，Bradford の方法に基づいて行った 35）。
回収したタンパク質（5 µg）は，ドデシル硫酸ナトリウムサンプルバッファー[45 mM 
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Tris-HCl，pH 6.8，15 % グリセロール，1 % sodium dodecyl-sulfate（SDS），144 mM β-
メルカプトエタノール]と混合して 5 分間煮沸して還元状態にした後，12 %アクリル
アミドゲルに展開し，泳動用緩衝液（25 mM Tris-HCl，200 mM グリシン，35 mM SDS）
を用いた SDS-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）で分離した（室温，150 V
定電圧条件）。その後，分離したタンパク質を，湿式転写装置（MINI PROTEAN®Ⅱ：
Bio-Rad laboratories）を用い，転写用緩衝液（1.8 mM Tris-HCl，190 mM グリシン，
20 %メタノール）中で 60 分間，ポリフッ化ビニリデン・ジフルオライド膜（PVDF
膜：Millipore Corporation，Billerica，MA，USA）へ転写した（氷中で 100 V 定電圧条
件）。転写後の PVDF 膜は，スキムミルク（Becton，Dickinson and Company，Franklin Lakes，
NJ，USA）を5 %に含む0.1 % Tween-20含有トリス緩衝食塩水（T-TBS：10 mM Tris-HCl，
150 mM NaCl，0.1 % Tween-20，pH 7.4）に浸漬し，室温にて 1 時間のブロッキング操
作を施した。その後，PVDF 膜を，一次抗体が 1：1,000 の希釈率で含まれる 5 %スキ
ムミルク含有 T-TBS 中で 4 ℃，12 時間振とうした。さらに，PVDF 膜を T-TBS で洗
浄後，二次抗体が 1：2,500 の希釈率で含まれる 5 %スキムミルク含有 T-TBS 中で室
温，1 時間振とうした。リン酸化タンパク質の検出には，一次抗体として抗
phospho-ERK1/2 ラビット由来ポリクロナール IgG 抗体，抗 phospho-JNK1/2 ラビット
由来ポリクロナール IgG 抗体，抗 phospho-STAT3 ラビット由来ポリクロナール IgG
 11 
抗体（すべてCell Signaling Technology）を，二次抗体として horseradish peroxidase（HRP）
標識抗ラビット IgG 抗体（GE Healthcare UK Ltd.，Buckinghamshire，England）を用い
た。また内部コントロールとして，一次抗体に抗ヒトβ-actin マウス由来モノクロナー
ル抗体（Sigma）を用い，二次抗体として HRP 標識抗マウス IgG 抗体（GE Healthcare）
を用いた。反応タンパク質の検出は，enhanced chemiluminescence 蛍光システム










1．IL-6/sIL-6R, TNF-α，あるいは IL-1βが angiogenin 産生に与える影響 
HGFs は，炎症性サイトカインを添加しなくても恒常的に angiogenin を産生してい
た（図 2，p<0.05）。IL-6/sIL-6R（各 1-50 ng/ml）を添加すると無添加時と比較してそ
の産生は有意に亢進し（図 2，p<0.05），TNF-α（0.01-1 ng/ml）を添加すると有意に産
生が抑制された（図 2，p<0.05）。IL-1βは angiogenin の産生に影響を与えなかった（図
2）。一方，マクロファージ様に分化させた THP-1 では，無添加時および炎症性サイト
カイン添加時に関わらず angiogenin の産生は検出限界値以下であった。 
 
2. (+)-terrein が HGFs の細胞障害性に及ぼす影響 
HGFs における(+)-terrein が細胞数に及ぼす影響として，0.1-50 µM の濃度では影響
を与えなかったが，100 µM 以上の濃度で有意に細胞数が減少した（図 3A，p<0.05）。
一方，細胞増殖活性に及ぼす影響として，0.1-10 µM の濃度では影響を与えなかった
が，50 µM 以上の濃度で有意に細胞増殖活性が抑制された（図 3B，p<0.05）。以上の
結果をもとに本研究では，(+)-terrein を 0-20 µM の濃度で用いて以後の実験を行った。 
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3．(+)-terrein が HGFs における IL-6/sIL-6R あるいは IL-1β誘導性 angiogenin 産生に
与える影響 
HGFs において(+)-terrein は，無添加時と比較して，angiogenin の産生性に影響を与
えなかったが，IL-6/sIL-6R 添加によって亢進した angiogenin の産生を無添加時と同程
度まで抑制した（図 4，p<0.05）。一方，(+)-terrein は IL-1β添加時の angiogenin 産生性
に影響を与えなかった（図 4）。 
 
4．(+)-terrein が HGFs の IL-6/sIL-6R あるいは IL-1β誘導性 VEGF 産生に与える影響 
HGFs において(+)-terrein は IL-6/sIL-6R 添加によって亢進した VEGF の産生を無添
加時と同程度まで有意に抑制した（図 5，p<0.05）。また，(+)-terrein は IL-1β添加によっ
て亢進した VEGF の産生も IL-6/sIL-6R 添加時と同様に無添加時と同程度まで有意に
抑制した（図 5，p<0.05）。 
 
5．(+)-terrein が HGFs における IL-6/sIL-6R 誘導性細胞内シグナル伝達系に与える影響 






angiogenin に着目した。腫瘍細胞の培養上清から発見された angiogenin は，腫瘍の病
態に及ぼす影響を中心に研究がされてきた。また，正常ヒト臍帯静脈内皮細胞におい
て angiogenin による 45S rRNA の転写亢進を siRNA によって抑制すると，他の血管新
生誘導因子である VEGF や PDGF による血管新生が抑制される 22）ことも報告されて
きた。すなわち，angiogenin が血管新生において，VEGF や PDGF による血管新生も
制御している可能性が示唆されたのである。さらに，近年，慢性炎症性疾患の病態進
展においても angiogenin の関与が報告されている 23,24）。このように angiogenin の動態
に着目することは，新しい慢性炎症の制御法を検討する上で非常に有益であると考え
る。そこで本研究では，慢性炎症性疾患の一つである歯周炎の病態に着目して，
angiogenin の病態への関与ならびに(+)-terrein による産生制御の可能性を検討した。 
本研究によって得られた結果の概要は以下の 9 点である。 
1）HGFs は angiogenin を恒常的に産生しており，その産生は，2）IL-6/sIL-6R によっ
て亢進し，3）TNF-αによって抑制され，4）IL-1βは影響を及ぼさなかった。5）マク
ロファージ様に分化させた THP-1 は angiogenin を産生しなかった。6）(+)-terrein（〜
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20 µM）は HGFs に対する細胞障害性を示さなかった。そして(+)-terrein は，7）
IL-6/sIL-6R 添加によって亢進した angiogenin の産生を抑制し，8）IL-6/sIL-6R および
IL-1β添加によって亢進した VEGF の産生を抑制した。さらに，9）IL-6/sIL-6R 添加に
よって誘導された STAT3，ERK1/2，そして JNK1/2 のタンパク質のリン酸化を抑制し
た。 
本研究において，HGFs は恒常的に angiogenin を産生しており，IL-6/sIL-6R 添加に
よる angiogenin の産生亢進を確認した（図 2）。炎症性サイトカインの一つである IL-6
はマクロファージ，T 細胞，B 細胞，線維芽細胞，さらに血管内皮細胞などから産生
される。IL-6 は通常，細胞膜上に存在する IL-6R と結合後，シグナル伝達能を有する
分子量 130 kDa の糖タンパク質 gp130 を活性化させる。これにより，増殖，分化，さ
らには細胞死などを制御する多種多様なシグナルが細胞内に伝達される。HGFs の場
合，細胞膜上には IL-6R を発現していないが，gp130 を発現しているため，sIL-6R を
介して IL-6 のシグナルを伝達することが報告されている 36）。HGFs は IL-6/sIL-6R 複
合体の刺激により，VEGF やリソソーム酵素の一つであるカテプシン B および L の産
生を亢進して，血管新生やコラーゲンの分解を惹起し，歯周炎の病態悪化に関与する
可能性が報告されている 34, 37）。本研究で着目した angiogenin には VEGF による血管新
生も制御する可能性があることから， angiogenin が歯周炎の病態悪化にも深く関与す
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から本研究で用いた(+)-terrein は天然抽出物の terrein と構造上はまったく変わらない
ものであると考える。そしてこの合成した(+)-terrein は，HGFs における IL-6/sIL-6R
添加による angiogenin および VEGF の産生亢進を無添加時と同程度まで抑制した（図
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4，5）。さらに，(+)-terrein が IL-6/sIL-6R シグナル伝達系である STAT3，ERK1/2，そ
して JNK1/2 のタンパク質のリン酸化も抑制することを確認した（図 6）。HGFs にお
ける IL-6/sIL-6R による VEGF の産生亢進のメカニズムとして，VEGF のプロモーター
領域に存在する JNK1/2-AP-1 の経路が活性化されることが報告されている 38）。
(+)-terrein が IL-6sIL-6R 誘導性の JNK1/2 のリン酸化を抑制していることから，
(+)-terrein による VEGF 産生抑制の背景には本経路が抑制されるためと考えられる。
一方，(+)-terrein による IL-6/sIL-6R 誘導性 angiogenin の産生抑制の背景として，VEGF
と同様に angiogenin のプロモーター領域活性の抑制が示唆される。しかし，angiogenin
のプロモーター領域にはいまだ不明な点が多く 39），(+)-terrein による angiogenin の産





立腺癌細胞への効果とは異なり，HGFs における IL-6/sIL-6R 存在下での angiogenin お





制物質として neomycin と N-65828 がある。Neomycin は Streptomyces fradiae から発見
された分子量 614.65 のアミノグリコシド系抗生物質である 41）。これは angiogenin が
核移行する際に必要な phospholipase C の活性化を抑制する。この結果，neomycin は
angiogenin の核移行を抑制することによって，その機能を抑制する 42）。N-65828 はア
メリカ国立癌研究所で合成された分子量 459.45 の抗癌剤であり，angiogenin の RNase 
A としての活性を抑制することによって angiogenin の機能を抑制する 43）。今回用いた
(+)-terrein は，neomycin や N-65828 とは異なり，angiogenin の効果を直接阻害するの
ではなく，組織構築の一つである線維芽細胞に対して IL-6/sIL-6R 誘導性 angiogenin









HGFs において angiogenin は恒常的に産生されており，IL-6/sIL-6R 添加によって有
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分子量 154.16 の有機物。本研究では，Altenbach らの報告を一部改変し，有機化学
的に合成した物を用いた。 
 
図２. IL-6/sIL-6R, TNF-αあるいは IL-1βが angiogenin 産生に与える影響	 
HGFs（5.0×104 cells/ml）の培養系に IL-6/sIL-6R，TNF-α，あるいは IL-1βを添加し，
24 時間後の angiogenin 産生量を ELISA 法にて定量した。 
各回 3 系列で行った独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を
示す。無添加のものを基準にして，対応のない 2 群間の Student’s t-test を用いて検定
した。＊，p<0.05  
	 
図３．(+)-terrein が HGFs の細胞障害性に及ぼす影響 
HGFs（5.0×104 cells/ml）の培養系に(+)-terrein を添加し，24 時間後の（A）細胞数
に及ぼす影響を DAPI による蛍光免疫染色法によって測定し，（B）細胞増殖活性に及
ぼす影響を MTT 法によって測定した。（C）DAPI による蛍光免疫染色時の各濃度に
おける細胞の写真を示す。 
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各回 3 系列で行った独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を
示す。無添加のものを基準にして，対応のない 2 群間の Student’s t-test を用いて検定
した。＊，p<0.05  
 
図４．(+)-terrein が HGFs における IL-6/sIL-6R あるいは IL-1β誘導性 angiogenin 産生
に与える影響 
HGFs（5.0×104 cells/ml）の培養系に IL-6/sIL-6R あるいは IL-1βを添加する 30 分前
に(+)-terrein を添加し，添加 24 時間後の angiogenin 産生量を ELISA 法にて定量した。 
各回 3 系列で行った独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を
示す。無添加のものを基準にして，対応のない 2 群間の Student’s t-test を用いて検定
した。＊，p<0.05  
 
図５．(+)-terrein が HGFs の IL-6/sIL-6R あるいは IL-1β誘導性 VEGF 産生に与える影響 
HGFs（5.0×104 cells/ml）の培養系に IL-6/sIL-6R あるいは IL-1βを添加する 30 分前
に(+)-terrein を添加し，24 時間培養後の VEGF 産生量を ELISA 法にて定量した。 
各回 3 系列で行った独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を
示す。VEGF の産生量の違いは，対応のない 2 群間の Student’s t-test を用いて検定し
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た。＊，p<0.05  
図６．(+)-terrein がHGFs における IL-6/sIL-6R 誘導性細胞内シグナル伝達系に与える影響 
（A）HGFs（5.0×104 cells/ml）の培養系に IL-6/sIL-6R を添加する 30 分前に(+)-terrein
を添加し，5 分間培養後にタンパク質を回収してウエスタンブロット法を行った。 
独立した 3 回の実験のうち，代表的な像を示す。 
（B）各リン酸化タンパク質に相当するバンドの強度は，画像解析ソフト Image J
により黒化度を数値化し，各リン酸化タンパク質に相当するバンドの黒化度をβ-actin
の黒化度で除した数値を相対黒化度とした。phospho-STAT3 は IL-6/sIL-6R 添加時を 1
とし，phospho-ERK ならびに phospho-JNK はシグナルの強い isotype を用い，無添加
時を 1 として算出した。グラフは独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは
標準偏差を示す。黒化度の違いは，phospho-STAT3 は IL-6/sIL-6R 添加時を，
phospho-ERK ならびに phospho-JNK はシグナルの強い isotype を用い，無添加時を基
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